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Currently, it is growing evidence that autophagy is involved in the prevention of 
various diseases, which of course also includes heart diseases. This thesis is therefore 
aimed at clarifying the role of autophagy in the heart, especially during ischemia and 
subsequent reperfusion. Autophagy is a physiological cellular process by which the cell 
maintains homeostasis by eliminating long-lived proteins and damaged organelles. The 
role of autophagy during ischemia/reperfusion in the heart is complex. Predominantly it 
functions as a pro-survival pathway, because it protects the heart from ischemia or 
hypoxia. However, when triggered over, which happens during reperfusion, it may lead to 
cell death. In the heart autophagy is activated in response to various stimuli, such as 
decrease in ATP and subsequent activation of AMPK, protein Bnip3, reactive oxygen and 
nitrogen species, the opening of mitochondrial permeability transition pore, endoplasmic 
reticulum stress or unfolded protein response. (In Czech)




AMP - adenosine monophosphate - adenosinmonofosfát
AMPK - AMP-activated protein kinase - AMP-aktivovaná proteinkinasa 
ARNT/HIF-1 - aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator/ hypoxia-inducible factor 
1, beta subunit 
ATF6 - activating transcription factor 6 - aktivační transkripční faktor 6
ATG - autophagy-related genes - geny podílející se na procesu autofagie
Atg - produkty ATG genů
ATP - adenosine-5´-triphosphate - adenosin-5´-trifosfát
Bcl-2 - B-cell lymphoma protein 2 - protein 2 lymfomu B-buněk 
BiP - binding immunoglobulin protein - protein vázající imunoglobuliny
BNIP3 - Bcl-2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 3 - protein 3 interagující 
              s 19 kDa proteinem komplexu Bcl-2/adenovirus E1B
CMA - chaperone-mediated autophagy - chaperonem zprostředkovaná autofagie
Cvt - cytosol to vacuole targeting pathway - dráha směřující cytosol do vakuoly
DEPTOR - DEP domain-containing protein 6, DEPDC6 - protein 6 obsahující DEP 
doménu
eEF2 - eukaryotic elongation factor 2 - eukaryotický elongační faktor 2
eEF2K - eukaryotic elongation factor-2 kinase - kinasa eukaryotického elongačního 
faktoru 2
eIF2α - eukaryotic initiation factor 2α - eukaryotický iniciační faktor 2α
 eIF4E - eukaryotický iniciační faktor 4E
 eIF4F - eukaryotický iniciační faktor 4F
4E-BP - eukaryotic initiation factor 4E binding protein - protein vázající eIF4E
ER - endoplasmic reticulum - endoplasmatické retikulum
FOXO3 - Forkhead box O3
GAP - GTPase-Activating Protein - GTPasu aktivující protein
GL/mLST8 - G-protein β-subunit like protein/mammalian LST8 - komplex proteinu 
                        podobného β-podjednotce G-proteinu a savčího LST8
GFP - green fluorescent protein - zelený fluorescenční protein
GTP - guanosine-5'-triphosphate - guanosin-5’-trifosfát
HIF - hypoxia inducible factor - hypoxií indukovaný faktor
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H2O2 - peroxid vodíku
I/R - ischemia/reperfusion - ischemie/reperfuse
IRE1 - inositol requiring protein kinase 1 - proteinkinasa 1 vyžadující inositol
JNK - c-Jun N-terminal protein kinase - c-jun N-terminální proteinkinasa
LAMP-2a - lysosome-associated membrane protein type 2a - s lysosomem asociovaný  
                   membránový protein typu 2a
LPS - lipopolysacharides - lipopolysacharidy
3-MA - 3-methyladenine - 3-methyladenin
MAP4K3 - mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 3 - mitogenem 
aktivována 
                   proteinkinasa 3
MAP-LC3 (zkr. LC3) - microtubule-associated protein 1 light chain 3 - lehký řetězec 3 
                                       proteinu 1 asociovaného s mikrotubuly
mETC - mitochondrial electrons transfer chain - mitochondriální elektronový transportní
              řetězec
mPTP - mitochondrial permeability transition pore - mitochondriální permeabilní tranzitní  
             pór
mTOR - mammalian target of rapamycin - savčí homolog TOR
 mTOR vytváří 2 proteinové komplexy: mTORC1 a mTORC2
PAS - pre-autophagosomal strucure - pre-autofagosomální struktura
PCD - programmed cell death - programovaná buněčná smrt
PE - phosphatidyl-ethanolamin - fosfatidylethanolamin
PERK - PKR-like ER kinase - PKR-podobná ER kinasa
PI - phosphatidylinositol - fosfatidylinositol
PI3P - phosphatidylinositol-3-phosphate - fosfatidylinositol-3-fosfát
PI3K - phosphatidylinositol 3-kinase - fosfatidylinositol-3-kinasa
 PI3K třídy I
 PI3K třídy III = hVps34  (u kvasinek Vps34) - Vps - vacuolar protein-
sorting - třídění proteinů ve vakuole
PIKK - phosphatidylinositol kinase-related kinase family - kinasová rodina příbuzná 
s PI3K
PKB/Akt - protein kinase B - proteinkinasa B
PKC - protein kinase C  - proteinkinasa C 
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PKR - protein kinase R - proteinkinasa R
PRAS40 - proline rich Akt 40 kDa substrate - 40 kDa substrát Akt bohatý na prolin
PRR5/protor - proline-rich protein 5 - protein 5 bohatý na prolin
p70S6K nebo S6K - ribosomal p70 S6 protein kinase - ribosomalní p70 S6 proteinkinasa
REDD1 - protein regulated in development and DNA damage response 1
Rheb - GTPase Ras homolog enriched in brain - homolog GTPasy Ras obohacený v 
             mozku
RICTOR - rapamycin-insensitive companion of mTOR - součást mTOR nereagující na 
                   rapamycin
ROS - reactive oxygen species - reaktivní formy kyslíku
Sin1 - stress-activated MAP kinase-interacting protein 1 - protein 1 interagující s mitogeny 
           aktivovanou proteinkinasou
SNARE - soluble NSF (N-ethylmaleimide-sensitive factor) attachment protein receptors
TOR - target of rapamycin - proteinkinasa, která je cílem pro inhibitor rapamycin
 TOR obsahuje 2 proteiny: TOR1 a TOR2
TSC - tuberous sclerosis complex - komplex tuberosní sklerosy
 TSC1/TSC2
UPR - unfolded protein response - reakce nesbaleného proteinu
UVRAG - ultraviolet irradiation resistence-associated gene - gen asociovaný s resistencí k 
                 UV záření
Vid - vacuolar import and degradation pathway - dráha vakuolárního importu a degradace
XBP1 - X-box binding protein1 - protein 1 vázající X-box
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1. Úvod
Autofagie je hlavní buněčná dráha pro degradaci dlouho žijících proteinů a 
cytoplasmatických organel v eukaryotických buňkách.
Homeostáza buňky je udržována díky přesně regulované hladině mezi syntézou 
a degradací buněčných komponent. V eukaryotických buňkách existují dva hydrolytické 
mechanismy: proteasom a lysosom/vakuola. Pro lysosomální proteinovou degradaci 
existují nejméně 3 různé dráhy: Cvt (z angl. „cytosol to vacuole targeting pathway“, dráha 
směřující cytosol do vakuoly), Vid (z angl. „vacuolar import and degradation pathway“, 
dráha vakuolárního importu a degradace) a autofagie. Autofagie má důležitou roli ve 
fyziologii a patofyziologii všech buněčných typů. Kromě její úlohy při degradaci proteinů 
a organel, může také vyvolávat jistý typ programované buněčné smrti (PCD), odlišný od 
apoptosy, nazývá se PCD typu II1. Od apoptosy se liší zejména v morfologickém kritériu, 
tj. přítomností autofagosomů v umírající buňce. Buňka umírá, pokud aktivace autofagie 
překročí přirozenou prahovou úroveň, což způsobí buněčnou atrofii, která vyústí v kolaps 
buněčných funkcí. Buněčná smrt s rysy autofagie může nastat, když v buňce chybí důležité 
součásti apoptotického aparátu. Zdá se, že autofagie může kompenzovat defektní 
apoptosu2.
Autofagii vyvolávají různé stimuly jako například hypoxie, hladovění 
nebo chemická činidla, jako například rapamycin.
V buňkách savců je autofagie složitý proces. Je zapojená do tak rozmanitých 
buněčných procesů jako jsou přežívání buněk, buněčná smrt nebo odstraňování patogenů. 
Taktéž je spojená s patologickými procesy jako jsou progrese rakoviny, 
neurodegenerativní onemocnění, ale také různá srdeční onemocnění. 
Pro geny spojené s autofagií se používá označení ATG (z angl. „autophagy-related 
genes“) a pro produkty genů označení Atg3. Objev těchto genů u kvasinek byl zásadní pro 
pochopení molekulární podstaty tohoto procesu.
Úloha autofagie v srdci je poměrně složitá. Převážně funguje jako ,,pro-survival“ 
dráha zejména proto, že chrání srdce před ischemií nebo hypoxií. Avšak, když je autofagie 
spuštěna nadmíru, což se děje například během reperfuse, může vést až k buněčné smrti.
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1.1. Cíl práce
Cílem této práce bylo popsat proces autofagie, signalizační dráhy vedoucích k její 
regulaci a shrnout dosavadní poznatky o úloze autofagie v srdci, zejména během ischemie 
a následné reperfuse, dále o jejím potenciálním využití v kardioprotekci a o možných 
metodických cestách, jak ji sledovat.
2. Klasifikace autofagie
Autofagie je fyziologický proces vyskytující se u všech eukaryot od rostlin, přes 
kvasinky, po živočichy. Existují 3 základní formy autofagie: makroautofagie, 
mikroautofagie a chaperonem zprostředkovaná autofagie (CMA- z angl. „chaperone-
mediated autophagy“).
Hlavním způsobem degradace cytoplasmatických složek je makroautofagie. Právě 
ona bývá většinou označována obecným výrazem autofagie a toto označení pro ni bude 
použito i dále v textu. Zahrnuje následující procesy: nejdříve se objevuje „C“ forma 
dvoumembránové struktury v cytoplasmě (fagofor nebo isolační membrána), pak na obou 
koncích tato membránová struktura roste a nakonec se uzavírá do formy vakuoly. 
Cytoplasmatický materiál a některé organely jsou zabalené do této vakuoly, čímž vzniká 
autofagosom s průměrem 0,5-1,5 μm4. Ten je pak nasměrovaný v savčích buňkách do 
endosomu (v tomto případě vzniká amfisom), následně do lysosomu nebo do vakuoly u 
kvasinek, kde jeho vnější membrána fúzuje s lysosomální membránou, přičemž vnitřní 
obsah autofagosomu je přijímán do lysosomu/vakuoly a vzniká autolysosom nebo 
autofagolysosom. Hydrolasy nacházející se v lysosomu pak degradují získaný 
cytoplasmatický materiál a ten může být následně recyklován5. U kvasinek jsou 
autofagosomy generovány z pre-autofagosomální struktury (PAS), která ještě nebyla 
identifikována u savců (viz obr. 1, str. 10)6.
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Obr. 1: Proces makroautofagie v savčích buňkách: U kvasinek jsou autofagosomy generovány z pre-
autofagosomální struktury (PAS), u savců ještě nebyla identifikována. Složky cytoplasmy, které mají být 
odstraněny jsou uzavřeny pomocí fagoforu nebo isolační membrány, čímž vzniká autofagosom. Ten je 
v savčích buňkách nasměrovaný do endosomu (v tomto případě vzniká amfisom), následně do lysosomu 
nebo do vakuoly u kvasinek, kde jeho vnější membrána fúzuje s lysosomální membránou, přičemž vnitřní 
obsah autofagosomu je přijímán do lysosomu/vakuoly a vzniká autolysosom nebo autofagolysosom6.
Během mikroautofagie dochází k invaginaci lysosomální/vakuolární membrány, 
která se pak mění do tvaru vnitřního vakuolárního váčku, jenž obsahuje materiál 
z cytoplasmy, podobně jako je tomu při vytváření autofagického materiálu při 
makroautofagii. Důležitý rozdíl mezi makroautofagií a mikroautofagií je ten, že během 
mikroautofagie je cytoplasma přímo přijatá do lysosomu/vakuoly7.
CMA se liší od ostatních typů lysosomálních degradací, není zde zahrnuta přeprava 
vesikul. Cytosolické proteiny se speciálním pentapeptidovým sekvenčním motivem 
KFERQ (Lys-Phe-Glu-Arg-Gln), jsou rozpoznané komplexem molekulárních chaperonů, 
zejména hsp73. Pak se váží na receptor v membráně lysosomu, a to konkrétně na LAMP-
2a, s lysosomem asociovaný membránový protein typu 2a (z angl. „lysosome-associated 
membrane protein (LAMP) type 2a“). Proteiny jsou tedy dopravované do lysosomu 
pomocí molekulárních chaperonů a LAMP-2a8.
Autofagie je v podstatě neselektivní proces, ve kterém je cytoplasmatický materiál 
náhodně oddělen a začleněn do autofagosomu. Avšak v některých případech si může 
vybrat svůj cíl – může být selektivní. Například se mohou pomocí autofagie selektivně 
eliminovat některé organely, jako poškozené nebo přebytečné peroxisomy - pexofagie, 
endoplasmatické retikulum (ER) a mitochondrie – mitofagie. 
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3. Molekulární mechanismus autofagie
Molekulární základy autofagie byly nejprve charakterizovány u kvasinek. Byly 
identifikovány mnohé molekuly podílející se na těchto procesech. Nejméně 25 
specifických kvasinkových genů (ATG geny) je zahrnutých výhradně v autofagii a více 
než 40 dalších kvasinkových genů je pro autofagii nepostradatelných, tyto geny se ale 
uplatňují i v jiných drahách4. U některých produktů ATG genů byly již identifikovány 
savčí homology (tabulka č. 1). Skutečnost, že kvasinkové geny mají savčí homology 
naznačuje, že základní mechanismus autofagie je evolučně konzervován. Proces autofagie 
se skládá z několika základních kroků: aktivace, formace autofagosomu, fúze 
autofagosomu s vakuolou/lysosomem a degradace autofagických objektů.
Kvasinkový homolog Savčí homolog Charakteristika
Aktivace autofagie
Atg6 Beclin1 Součást komplexu PI3K
Formace autofagosomů
Atg3 Atg3 E2 podobný enzym konjugující PE s Atg8
Atg4
Autophaginy
Atg4A, Atg4B, Atg4C, 
Atg4D
Cysteinová proteasa štěpící C konec Atg8
Atg5 Atg5 Konjuguje s Atg12 prostřednictvím vnitřního lysinu





Ubiquitinu podobný protein konjugující s PE
Atg10 mAtg10 E2 podobný enzym konjugující Atg12 s Atg5
Atg12 mAtg12 Ubiquitinu podobný protein konjugující s Atg5
Atg16
Atg16L Složka komplexu Atg12-Atg5




























Atg9 Atg9 Intergální membránový protein
Atg18 WIPI-1 Periferní membránový protein, váže se s PI3P
Tabulka 1: Přehled Atg proteinů zapojených do procesu autofagie3,9
3.1. Aktivace autofagie
Velmi důležitou roli během iniciační fáze formace autofagosomů hraje protein
Beclin1 (u kvasinek Atg6), který je součástí komplexu fosfatidylinositol 3-kinasy (PI3K) 
třídy III (též znám jako hVps34, u kvasinek Vps34), lokalizovaném především na trans-
Golgiho aparátu10. Další důležitou složkou tohoto komplexu je myristylovaná kinasa p150
(u kvasinek Vps15), která pomáhá upevnit komplex k membráně. Komplex PI3K 
katalyzuje fosforylaci fosfatidylinositolu (PI) na fosfatidylinositol-3-fosfát (PI3P) a tento 
molekulární signál pak podporuje shromáždění proteinů Atg4, Atg7 a Atg10 na isolační 
membráně. Do tohoto komplexu patří i další proteiny jako např. Bcl-2, který může 
interakcí s Beclin1 negativně regulovat aktivaci autofagie11 (více viz. kapitola 4.).
3.2. Formace autofagosomů
Jedním z nejpozoruhodnějších zjištění týkajících se Atg proteinů byl objev dvou 
konjugačních systémů, Atg12-Atg5 a Atg8-fosfatidylethanolamin(Atg8-PE), které spolu 
úzce souvisejí12,13 (obr. 2, str. 13)13. 
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Obr. 2: Ve formaci autofagosomů jsou zahrnuty dva ubiquitinu podobné konjugační systémy: 
Atg12-Atg5 konjugační systém - za spotřeby ATP se Atg12 nejdříve aktivuje enzymem Atg7, a to vznikem 
thioesterové vazby mezi C-terminálním glycinem v Atg12 a cysteinovým zbytkem v Atg7. C-terminální 
glycin v Atg12 je pak přenesen na cystein v Atg10, vytváří se nová thioesterová vazba a Atg7 je uvolněn. 
Nakonec Atg12 vytváří isopeptidovou vazbu s ε-aminoskupinou lysinu Atg5, přičemž se Atg10 uvolní.
Atg8 konjugační systém - nejdříve musí být Atg8 (u kvasinek, u savců LC3) proteolyticky rozštěpen 
pomocí cysteinové proteasy, Atg4, tím je odhalen jeho C-terminální glycin. Atg7 pak ATP-dependentním 
způsobem aktivuje Atg8 a přidělí mu enzym Atg3. V konečném kroku Atg8 již nevytváří konjugát s dalšími 
proteiny, ale interaguje s membránovým fosfolipidem - fosfatidylethanolaminem (PE). Komplex Atg8-PE je 
pak dekonjugován Atg4, čímž poskytuje nový zdroj cytoplasmatického Atg8 13.
Mechanismus těchto dvou systémů se velmi podobá konjugaci ubiquitinu 
k proteinům. Pro konjugaci ubiquitinu k cílovému proteinu jsou nezbytné tři enzymy: E1 
aktivační enzym, E2 konjugační enzym a E3 ligasa. Obdoba E1 aktivačního enzymu je při 
autofagii protein Atg7 a obdobou E2 konjugačního enzymu jsou proteiny Atg10 a Atg3. 
Žádný E3 podobný enzym se neúčastní autofagického procesu. 
3.2.1. Atg12-Atg5 konjugační systém
Atg12, hydrofilní protein obsahující 186 aminokyselin, se může kovalentně a 
ireverzibilně vázat k unikátnímu cílovému proteinu Atg5. Vytvářejí spolu konjugát 
okamžitě po jejich syntéze, jejich volné formy jsou tedy velice obtížně pozorovatelné14. Za 
spotřeby ATP se Atg12 nejdříve aktivuje E1 podobným enzymem Atg7, a to vznikem 
thioesterové vazby mezi C-terminálním glycinem v Atg12 a cysteinovým zbytkem v Atg7. 
C-terminální glycin v Atg12 je pak přenesen na cystein v Atg10 (E2 podobný protein), 
vytváří se nová thioesterová vazba a Atg7 je uvolněn. Nakonec C-terminální glycin Atg12 
14
vytváří isopeptidovou vazbu s ε-aminoskupinou lysinu Atg5, přičemž se Atg10 uvolní. Zdá 
se, že tento proces je konstitutivní, protože vytváření konjugátu Atg12-Atg5 není závislé 
na hladovění nebo dalších podmínkách spouštějících autofagii15. Poté se na konjugát 
Atg12-Atg5 váže Atg16L (u kvasinek Atg16; předcházející konjugační kroky jsou u 
kvasinek a savců shodné) prostřednictvím homooligomerizace, za kterou je zodpovědná C-
terminální coiled-coil oblast na Atg16L16. Tím se vytváří makromolekulární komplex 
Atg12-Atg5•Atg16L o velikosti 800 kDa (u kvasinek 350 kDa). Je potřeba poznamenat, že 
Atg16L se váže jenom na Atg5 a ne na Atg1216,17. Tento komplex je nezbytný pro formaci 
autofagosomů, je asociován s vnější stranou vznikajícího autofagosomu a disociuje od 
membrány ještě předtím, než je autofagosom zcela dokončen, tedy není přítomen ve 
zralém autofagosomu.
3.2.2. Atg8 konjugační systém
Atg7 je jedinečný E1 enzym, který podobně jak tomu bylo u Atg12-Atg5 
konjugačního systému, ATP-dependentním způsobem aktivuje ubiquitinu podobný protein 
Atg8 (u kvasinek) a přidělí mu jeho vlastní E2 enzym, Atg3. Ještě předtím však musí být 
Atg8 proteolyticky rozštěpen pomocí cysteinové proteasy, Atg4. Tím je odhalen jeho C-
terminální glycin. V konečném kroku Atg8 již nevytváří konjugát s dalšími proteiny, neboť 
interakcí s membránovým fosfolipidem PE dochází k jeho konformační změně18. Navíc 
Atg8-PE je dekonjugován Atg4, který štěpí vazbu lipid-protein a poskytuje tak nový zdroj 
cytoplasmatického Atg8. Cyklus konjugace a dekonjugace je důležitý pro normální rozvoj 
autofagie15. 
U savců je tento proces velice podobný. Místo Atg8 však vystupuje jeho savčí 
homolog MAP-LC3, tedy lehký řetězec 3 proteinu asociovaného s mikrotubuly (dále jen
LC3). Atg8 má kromě LC3 ještě nejméně dva další savčí homology: GABARAP a GATE-
1619. LC3 existuje ve dvou formách: LC3-I (18 kDa) a LC3-II (16 kDa)20. 22 aminokyselin 
na C-terminálním konci LC3 je okamžitě štěpených savčím homologem kvasinkové 
cysteinové proteasy Atg4, autophaginem a vytváří aktivní cytosolickou formu LC3-I, která 
může vstoupit do konjugačního procesu19, až nakonec být kovalentně připojena k PE a 
měnit se tak na LC3-II21. LC3-I je lokalizován v cytoplasmě, zatímco LC3-II je pevně se 
vázající membránový protein a je připojen k PAS a autofagosomům. Relativní množství 
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membránově navázaných LC3-II odráží poměr autofagosomů, což může být monitorováno 
prostřednictvím imunologických testů (viz. kapitola 8.)20.
3.3. Fúze autofagosomu s lysosomem
U kvasinek fúze autofagosomu s vakuolou vyžaduje několik faktorů, které jsou 
zahrnuty také v dalších typech vesikulárního transportu. Studium molekulární genetiky 
ukázalo, že mechanismus fúze autofagosomu s vakuolou je podobný 
mechanismu homotypické vakuolární fúze14. Tento mechanismus zahrnuje: SNARE 
proteiny Vam3, Vam7, Vti1 a Ykt6; NSF, SNAP a GDI homology Sec17, Sec18 a Sec19; 
Rab protein Ypt7; členy třídy C komplexu Vps/HOPS; a ještě Ccz1 a Mon122. Když proces 
fúze začíná ještě před dokončením dvojité membrány autofagosomu, jeho obsah může 
zůstat v cytosolu. Je tedy potřebné přesně regulovat načasování fúze autofagosomu 
s lysosomem/vakuolou. Atg8-PE, umístněn na vnějším povrchu autofagosomu, je 
odstraněn ještě před fúzí jako výsledek druhého štěpení Atg4. Odstranění Atg8-PE 
z autofagosomu může zabránit předčasné fúzi s lysosomem. Atg12-Atg5•Atg16 může mít 
tu samou funkci14. 
U savců je fúze autofagosomu s lysosomem složitější proces, v kterém je před 
samotnou fúzí potřebná série maturačních kroků autofagosomu. Podobně jako u kvasinek, 
jsou pro správné zrání, resp. maturaci autofagosomů potřebné aktivní monomerní GTPasy 
(Rab22, Rab24) a savčí homology proteinů SNARE a NSF23. Ještě před samotnou fúzí 
s lysosomem, fúzuje autofagosom s endosomem, čímž vzniká amfisom. Do správné 
maturace autofagosomu je zapojená taky GTPasa Rab7, která je asociována s autofagickou 
vakuolou. Overexprese dominantně negativního mutantu Rab7 brzdí fúzi autofagosomu 
s pozdním endosomem/lysosomem, což vede k nahromadění autofagosomů a následně 
poklesu degradace dlouho žijících proteinů24. Kromě těchto různých proteinů se maturace 
autofagosomů nebo fúze autofagosomu s lysosomem účastní i prvky cytoskeletu14.
3.4. Degradace autofagických objektů
Hlavním cílem autofagie u kvasinek i savců je degradace cytoplasmatického 
materiálu a následná recyklace vzniklých monomerních jednotek pro jejich použití 
při syntéze základních makromolekul při nedostatku živin14. Po fúzi s lysosomem nebo 
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vakuolou je cytoplasmatický materiál, který byl autofagosomem oddělen od okolí, 
vypuštěn do lumen lysosomu a postupně rozštěpen hydrolasami. Degradace autofagických 
objektů vyžaduje nízké pH25, proteinasu B (Prb1) a Atg15/Cvt1726. Atg15/Cvt17 je lipasa a 
Prb1 je hydrolasa, obě se podílí na aktivaci mnohých dalších vakuolárních proenzymů. 
Další proteiny, Atg9 a Atg18 jsou taktéž zapletené v tomto posledním kroku, konkrétně 
během recyklace PAS. Atg9 je integrální membránový protein a Atg18 (savčí WIPI-1) je 
periferní membránový protein, který se váže s PI3P3.
4. Regulace autofagie
Nejdůležitějšími regulátory autofagie jsou komplexy proteinkinasy mTOR (z angl. 
„mammalian target of rapamycin“) a proteinu Beclin1 (obr. 3). 
Obr. 3: Signalizační dráhy kontrolující proces autofagie: Autofagii kontrolují 2 hlavní regulační proteiny, 
mTOR a Beclin1. Oba proteiny přijímají stimuly jak z intra- tak z extracelulárního prostředí. Aktivace 
mTOR závisí na růstových faktorech, energii (AMP/ATP), hladině vápníku a také na hladině aminokyselin 
prostřednictvím signalizace hVps34. Aktivace mTOR pak působí inhibičně na autofagii, a to prostřednictvím 
proteinkinasy Atg1 nebo proteinu S6K. Komplex Beclin1/hVps34/UVRAG podporuje autofagii tím, že 
umožňuje přijímání Atg proteinů, potřebných pro tvorbu autofagosomů, do PAS. Tento komplex může být 
inhibován proteinem Bcl-2, který se naváže na BH3 doménu Beclin110.
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4.1. mTOR
mTOR je serin/threoninová kinasa, která reguluje buněčný růst, progresi buněčného 
cyklu, nutriční podmínky, proteosyntézu a autofagii27,28. Patří do rodiny kinas, příbuzných 
fosfatidylinositolkinase, PIKK (z angl. „phosphatidylinositol kinase-related kinase 
family“)28. Během hladovění je aktivita mTOR inhibována, což je rozhodujícím krokem 
vedoucím k indukci autofagie29. Aktivita mTOR je v savčích buňkách regulována 
především hladinou aminokyselin a glukosy30. 
Kvasinky obsahují dva TOR proteiny, TOR1 a TOR228,31. Savčí mTOR váže 
několik proteinů a vytváří tak dva rozdílné proteinové komplexy, mTORC1 a mTORC2. 
mTORC1 obsahuje raptor, GβL/mLST8, PRAS40 a DEPTOR, zatím co mTORC2
obsahuje součást nereagující na rapamycin - rictor, GβL/mLST8, Sin1, PRR5/protor a 
DEPTOR30 (Obr. 4). 
        
Obr. 4: Proteinové komplexy mTOR: mTORC1 obsahuje raptor, GβL/mLST8, PRAS40 a DEPTOR. Je to 
proteinový komplex důležitý při indukci autofagie. Dostatečný přísun živin nebo růstových faktorů tento 
komplex aktivuje, naopak komplex může inhibovat stres, hladovění nebo rapamycin. mTORC2 obsahuje 
rictor, GβL/mLST8, Sin1, PRR5/protor a DEPTOR. Indukce autofagie způsobena inhibicí mTORC2 je 
regulována především transkripčním faktorem FOXO3, jehož funkce je regulována pomocí Akt30.
Savčí mTORC1 je cílem pro rapamycin, obsahuje regulační protein, tzv. raptor a je 
klíčovým regulátorem translace a ribosomální biogenese a je také zodpovědný za indukci 
autofagie v reakci na hladovění. Savčí mTORC2 je pravděpodobně také cílem pro 
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rapamycin, i když na něj není citlivý (obsahuje rictor), je zapojen do regulace fosforylace a 
aktivace komplexu Akt/PKB, což je serin/threoninová proteinkinasa30,32. Protože Akt 
pozitivně reguluje mTORC1, tak je velice pravděpodobné, že mTORC2 negativně reguluje 
autofagii. Avšak mnohem důležitějším regulátorem autofagie je právě mTORC1. Indukce 
autofagie způsobena inhibicí mTORC2 je regulována především transkripčním faktorem 
FOXO3 (z angl. ,,Forkhead box O3“)30 (obr. 4, str. 17).
Aktivita mTORC1 je stimulována malým G-proteinem, Rheb. Rheb je regulovaný 
komplexem tuberosní sklerosy TSC1/TSC2, který na něj působí inhibičně33,34.
mTOR signalizační dráhu ovlivňují také insulin a růstové faktory, a to 
prostřednictvím signalizační dráhy PI3K třídy I/Akt, což vede k inhibici TSC2 a aktivaci 
mTORC133,34. 
Nedostatek glukosy má také jistý vliv, snižuje poměr ATP/AMP a tím aktivuje 
AMP-aktivovanou proteinkinasu, AMPK. Aktivovaná AMPK inhibuje mTORC1 
prostřednictvím fosforylace a aktivace TSC235. Aktivace tumor supresorového genu p53 a 
signalizace vápníkem mohou také inhibovat mTOR prostřednictvím aktivace AMPK36,37. 
Aktivita mTORC1 je regulována i redoxním stavem buňky38 nebo buněčným stresem39. 
Hypoxie reguluje mTORC1 pomocí REDD1, který má vliv na komplex TSC1/TSC239 (viz 
kapitola 5.3.).
Také nedostatek aminokyselin v buňce reguluje aktivitu mTOR. Aminokyselinová 
signalizace je u savců zprostředkována rodinou malých GTP-as, RagA30,40 nebo kinasovou 
aktivitou MAP4K3, což je proteinkinasa aktivována mitogeny a patří do rodiny 
proteinkinas Ste2030,41. Hladina aminokyselin, zejména leucinu aktivuje hVps34 (PI3K 
třídy III), která působí neznámým mechanismem jako regulátor mTORC1 a je asociována 
s dalším důležitým regulátorem autofagie, Beclin130,42. Tato dráha je dosud jedinou 
známou cestou, která spojuje oba hlavní regulátory autofagie, mTOR a Beclin1. 
Je-li mTOR aktivován, inhibuje autofagii působením na komplex Atg1 kinasy a 
také na protein S6K. 
Atg1 je evolučně konzervovaná serin/threoninová kinasa, která je velice důležitá 
v iniciálních krocích indukce autofagie, zejména v procesu formace PAS30. 
Kinasovou aktivitu Atg1 zvyšuje hladovění i rapamycin43. Atg1 interaguje 
s několika autofagickými proteiny: Atg13, Atg17, Atg29 a Atg31 a to způsobem 
závisejícím na nutričním stavu a aktivitě TOR43-45 (obr. 5, str. 19).
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Obr. 5: Regulace Atg1 prostřednictvím TOR: Když má buňka dostatek živin, TOR fosforyluje Atg13, ten 
ztrácí afinitu k Atg1 a autofagie je potlačená. Naopak, během hladovění je aktivita TOR inhibována a
fosforylace Atg13 je potlačená. Následně hypofosforylovaná forma Atg13 interaguje s Atg1, Atg17, Atg29 a 
Atg31, čímž se zvýší kinasová aktivita Atg1, která indukuje proces autofagie30.  
Za normálních okolností, kdy je přísun živin dostatečný, TOR fosforyluje Atg13, 
čímž dochází k snížení jeho afinity k Atg1 a následně k represi autofagie43,44,46. Během 
hladovění, když je TOR neaktivní, je potlačená fosforylace Atg13. Na hypofosforylovanou 
formu Atg13 se váže Atg1, Atg17 a ostatní důležité faktory autofagie, tím se zvyšuje 
kinasová aktivita Atg1, která je důležitá pro tvorbu autofagosomů30. Atg17 tedy během 
hladovění interaguje s Atg1, Atg13, Atg29 a Atg31, přičemž pro Atg1 kinasovou aktivitu a 
tvorbu autofagosomů je nepostradatelná právě interakce mezi Atg13 a Atg1746. 
Dalším regulačním cílem mTOR je kinasa S6K nebo p70S6K (ribosomální p70S6 
proteinkinasa, regulátor iniciace translace), která je také zapojena do regulace autofagie. 
V savčích buňkách může S6K přispívat k bazální aktivitě autofagie a to inhibicí insulinové 
signální dráhy závislé na PI3K třídy I mechanismem zpětné vazby47. Kromě toho se ještě 
zjistilo, že Atg1 může snižovat účinky regulace S6K na autofagii a tím inhibovat buněčný 
růst v savčích buňkách48. 
4.2. Beclin1
Beclin1 je 60 kDa protein obsahující 450 aminokyselin. Sestává ze 4 specifických 
domén: BH3 vazební doména, coiled-coil doména, evolučně konzervovaná doména a 
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jaderný exportní signál. Tato poslední doména je zodpovědná za transport Beclin1 z jádra 
do cytosolu. Beclin1 byl identifikován v trans-Golgiho aparátu, v ER, v mitochondriích a 
perinukleární membráně10.
Atg6 je kvasinkový homolog savčího Beclin1 a je identický s Vps30, tedy 
proteinem zapojeným v dráze třídění vakuolárních proteinů49. Atg6/Vps30 tvoří komplex 
s Vps34 a s jejím adaptorem Vps15. Tento komplex může regulovat autofagii jenom pokud 
se váže s Atg14. Pak se podílí na formaci autofagosomů tím, že umožňuje dalším Atg 
proteinům přemístit se do PAS12.
U savců se Beclin1 svou evolučně konzervovanou doménou váže k hVps34 (PI3K 
třídy III). Interakce Beclin1/hVps34 může být narušena pomocí Bcl-2 (z angl. ,,B-cell 
lymphoma 2“), negativního inhibitoru autofagie. Inhibitor Bcl-2 se přitom váže na BH3 
doménu Beclin1. Je zajímavé, že Bcl-2 a hVps34 interagují se dvěma odlišnými doménami 
Beclin1. Inhibice je závislá jenom na interakci Beclin1/Bcl-2. Během hladovění, když 
probíhá autofagie naplno, je interakce mezi nimi slabá. Naopak, při dostatku živin, když je 
autofagie inhibována, interakce mezi Beclin1 a Bcl-2 je silná50. To naznačuje, že Bcl-2 
může podle potřeby spustit nebo vypnout autofagii. Poslední výzkumy ukazují, že je pro 
tuto inhibici důležitá fosforylace Bcl-2 pomocí kinasy JNK1 (c-jun N-terminální 
proteinkinasa 1). Během hladovění JNK1 fosforyluje Bcl-2, tím inhibuje jeho interakci 
s Beclin1 a stimuluje se autofagie (obr. 6, str. 21)51.  
Hladina aminokyselin, podobně jak tomu bylo v případě mTOR, má vliv také na 
aktivitu hVps34, která je vázána s Beclin1. Tento vliv je však velice diskutabilní, protože 
bylo zjištěno, že nedostatek aminokyselin aktivitu hVps34 v některých buňkách inhibuje a 
v jiných naopak zvyšuje52. 
Další protein nepostradatelný pro regulační funkci Beclin1 je UVRAG (z angl. 
„ultraviolet irradiation resistence-associated gene“), který je také součástí komplexu 
Beclin1. UVRAG stimuluje autofagii prostřednictvím přímé interakce s coiled-coil
doménou Beclin1. Jeho funkce spočívá v zesílení interakce mezi Beclin1 a hVps34. 
Komplex UVRAG/Beclin1/hVps34 podporuje autofagii, potlačuje proliferaci a 
karcinogenesi buněk53.
Přesný mechanismus, kterým komplex Beclin1/hVps34 reguluje autofagii je stále 
nejasný. Zatím je jasné, že je tento komplex zapojen v tvorbě autofagosomů a je 
nepostradatelný pro přijímání Atg proteinů do PAS a také pro tvorbu PI3P, což je produkt 
hVps34. Lokalizace PI3P na PAS reguluje přítomnost Atg14. Kromě toho byl 
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identifikován i savčí homolog Atg18, hWIPI-1α, obsahující fosfolipidovou doménu, která 
se váže s PI3P a má také svou roli v tvorbě PAS10. 
                  
Obr. 6: Beclin1 a regulace autofagie: Beclin1 tvoří komplex s hVps34 (PI3K třídy III) a s jejím adaptorem 
Vps15. Tohoto komplexu se účastní také další aktivátory, jako Ambra1, Bif-1 a UVRAG nebo Atg14. 
Interakce Beclin1/hVps34 může být narušena pomocí Bcl-2, negativního inhibitoru autofagie. Inhibitor Bcl-2 
se váže na BH3 doménu Beclin1. Inhibice autofagie je závislá pouze na interakci Beclin1/Bcl-2. Pro tuto 
inhibici je důležitá fosforylace Bcl-2 pomocí kinasy JNK1, čímž se inhibuje jeho interakce s Beclin1 a 
stimuluje se autofagie. Druhým případem je narušení interakce Beclin1/Bcl-2 přítomností dalšího proteinu 
obsahujícího BH3 doménu jeho vazbou na Bcl-250.  
5. Hypoxie a regulace autofagie
Během hypoxie, nedostatku kyslíku, je v buňkách ohrožena energetická 
homeostasa, a to především pro neschopnost buněk účinně vytvářet ATP prostřednictvím 
oxidativní fosforylace. Vzniká velký metabolický stres, protože hypoxické buňky se 
spoléhají na anaerobní glykolysu nebo na další způsoby produkce ATP, které však vedou 
k k nadměrné tvorbě laktátu a laktátové acidose, což může vést ke snížení efektivity 
orgánů nebo až k těžkému poškození orgánů a jejich funkcí.
Studie zabývající se spojením mezi signálními drahami hypoxie a aktivací 
autofagie ukázaly, že existují tři hlavní signální dráhy (viz dále), které ovlivňují proces 
autofagie za účelem podpořit přežívání hypoxických buněk54. V buňkách savců 
vystavených hypoxii dochází k aktivaci autofagie55,56 a toxicita způsobená hypoxií může 
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být zvýšena, jsou-li porušeny proteiny související s autofagií, jako například Beclin-1 nebo 
Atg556,57. 
Vzhledem k tomu, že autofagie má schopnost vytvářet ATP a recyklovat 
aminokyseliny, je pravděpodobné, že během hypoxie je autofagie zapojena do udržování 
homeostasy ATP a recyklace organel (např.: degradace mitochondrií pohání anaerobní 
metabolismus).
V posledních letech bylo definováno několik signálních drah (obr. 7), které regulují 
reakce buněk na hypoxii. Patří mezi ně hlavně transkripční a translační reakce iniciované:
1) na kyslíku závislou stabilizací transkripčního faktoru, HIF-1 (hypoxií indukovaný 
faktor-1; z angl. ,,hypoxia inducible factor“)
2) aktivací reakce nesbaleného proteinu (UPR; z angl. ,,unfolded protein response“)
3) inhibicí mTOR kinasové signální dráhy54
Odchylky v trvání stavu hypoxie a její závažnost aktivují tyto reakce rozdílně a vedou 
k velkým rozdílům fenotypu mezi jinak identickými buňkami.
     
Obr. 7: Signální dráhy během hypoxie a jejich vztah k autofagii
HIF-1: Hypoxie stabilizuje HIF-1, který následně dimerizuje s ARNT/HIF-1 a vyvoláva silnou 
transkripční reakci, včetně indukce BNIP3, který může ovlivnit autofagii.
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UPR: Hypoxie spouští uvolnění IRE1, PERK a ATF6 z BiP, čímž se aktivuje UPR. IRE1 signalizuje 
prostřednictvím XBP1 a JNK. Aktivace PERK vede k fosforylaci eIF2 a expresi ATF4. Obě dráhy IRE1-
JNK a PERK-eIF2 se jeví jako velice důležité pro indukci autofagie během rozličných typů stresu ER.
mTOR: REDD1 a AMPK během hypoxie stimulují aktivitu komplexu TSC1/TSC2, což vede k inhibici 
mTOR a následně k aktivaci autofagie54. 
5.1. HIF-1 a regulace autofagie
Transkripční faktory patřící do rodiny HIF (HIF-1, HIF-2 a HIF-3) patří mezi 
centrální regulátory buněčných reakcí za sníženého příjmu kyslíku. Tyto transkripční 
faktory se skládají ze dvou podjednotek; z podjednotky HIFα (např. HIF-1), která je za 
přítomnosti kyslíku ve většině případů rychle degradována a z konstitutivní podjednotky 
HIFβ (např. HIF-1/ARNT), která je vůči hladině kyslíku stabilní. Podjednotky HIF a 
HIF dimerizují, což je nezbytný předpoklad pro transkripční aktivitu HIF 54.
Za hlavní regulátor transkripce během hypoxie je považován HIF-1, který vyvolává 
rozmanité transkripční reakce zahrnující více něž 60 genů58. HIF-1 se také podílí na 
regulaci 19 kDa proteinového komplexu Bcl-2/adenovirus E1B, známého pod zkratkou 
BNIP359 (obr. 7, str. 22). BNIP3 může prostřednictvím své BH3 domény interagovat 
s E1B a E1B-podobnými sekvencemi v proteinu Bcl-2 a tak potlačovat jeho anti-
apoptotickou aktivitu. Proto byl BNIP3 zpočátku považován za člena pro-apoptotických 
proteinů. Nedávno bylo prokázáno, že BNIP3 může vyvolávat vedle apoptosy také jiný typ 
buněčné smrti, a sice PCD typu II, která je charakteristická tvorbou autofagických 
telísek54.Úloha BNIP3 v indukci autofagie není jasná, nejpravděpodobnější varianta je 
založena na jeho schopnosti interagovat s Bcl-2. Protein Bcl-2 kromě schopnosti regulovat 
apoptosu, váže a inhibuje nezbytný autofagický protein Beclin1 (Atg6)11,60. Asociace 
BNIP3 a Bcl-2 může uvolnit Beclin1 a stimulovat tak autofagii54. 
Nedávno byla také zjištěna úloha proteinkinasy C  (PKC) v rané fázi hypoxické 
reakce, kde PKC aktivuje autofagii podporou fosforylace Bcl-2, která je zprostředkovaná 
prostřednictvím JNK1, a následnou disociací komplexu Bcl-2/Beclin161. 
O zapojení BNIP3 do regulace autofagie svědčí výsledky studie, ve které srdeční 
myocyty vystavené ischemicko-reperfusnímu (I/R) poškození rapidně zvýšily svou hladinu 
exprese BNIP3, vytvářely autofagické vakuoly a podstupovaly buněčnou smrt. Naopak 
exprese dominantně negativního BNIP3 chránila buňky před I/R poškozením, zlepšila 
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srdeční funkci a také chránila integritu mitochondrií62. Tyto údaje naznačují, že BNIP3 
podporuje autofagii a následnou buněčnou smrt. Zdá se, že autofagie hraje důležitou úlohu 
v buňkách, které ztratily schopnost apoptosy a podporuje přežívání těchto buněk během 
metabolického stresu včetně hypoxie54. 
Nedávno bylo také prokázáno, že HIF-1α indukovaná exprese BNIP3 může 
spouštět specifičtější typ autofagie, mitochondriální autofagii/mitofagii56,63. Tyto studie 
uvádějí, že stabilizace HIF-1α a následná exprese BNIP3 jsou nezbytné během 
prodloužené hypoxie pro snížení množství mitochondrií. Tento proces vyžaduje také 
přítomnost Beclin1 a Atg5. Naopak, nedostatek HIF-1α brání redukci množství 
mitochondrií a také respirace, což následně vede k nadměrné tvorbě reaktivních forem 
kyslíku (ROS) a k smrti buněk54. 
5.2. UPR a regulace autofagie
Za posledních 5 let se objevují důkazy, že buňky mají schopnost adaptace na 
hypoxii prostřednictvím rychlé a nepřetržité inhibice translace mRNA64. Proteosyntéza je 
hlavním spotřebitelem buněčné energie. Během hypoxie může porucha inhibice translace 
mRNA zvyšovat buněčnou smrt54. Ačkoli je proces translace během hypoxie inhibován, ne 
všechny mRNA jsou postižené stejným způsobem65. Tyto změny v genové translaci 
pravděpodobně přispívají k rezistenci buněk na hypoxii54. 
Změny v translaci během hypoxie mohou být zprostředkovány nejméně dvěma 
odlišnými signálními drahami. Jedna je řízena prostřednictvím UPR a druhá 
prostřednictvím kinasy mTOR54. 
Mnohé studie dokazují, že hypoxie může aktivovat UPR, evolučně konzervovaný 
program, který reaguje na stres ER. ER má důležitou roli při syntéze a skládání proteinů, i 
při udržování Ca2+-homeostasy. Narušení prostředí ER způsobuje stres ER a vede 
k akumulaci nesbalených nebo nesprávně poskládaných proteinů, což může aktivovat 
UPR, včetně inhibice translace proteinů, upregulace chaperonů, degradace proteinů a 
indukce apoptosy. UPR je ochranný a kompenzační mechanismus, který má za úkol 
aktivovat mnohé funkce, aby se zabránilo poškození buněk13. UPR je charakterizována 
aktivací 3 transmembránových snímačů stresu ER: PERK, IRE1 a ATF6. Aktivace těchto 
transmembránových proteinů ER brání interakci jejich luminální domény ER s 
chaperonovým proteinem BiP (z angl. ,,binding immunoglobulin protein“)66. BiP tedy 
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slouží za normálních podmínek jako negativní regulátor těchto proteinů. Nahromadění 
nesbalených a špatně poskládaných proteinů v ER vede k vazbě BiP na nesbalené proteiny, 
výsledkem čehož je jeho disociace z PERK, IRE1 a ATF6 a aktivace UPR (obr. 7, str. 
22)54. Každá z těchto tří větví UPR vyvolává různou buněčnou odpověď od celkové 
inhibice proteosyntézy po aktivaci specifických „downstream“ efektorů67. 
Ačkoli dosud nebyla uskutečněna přímá demonstrace, že UPR aktivovaná hypoxií 
vede k indukci autofagie, přibývají záznamy o zapojení UPR v její regulaci. Látky 
způsobující UPR, jako například tunicamycin, thapsigargin nebo A23187 aktivují autofagii 
u kvasinek a v buňkách savců54. Navíc inhibice proteasomální degradace nesbalených 
proteinů a jejich následné hromadění spouští autofagii68, což nasvědčuje na významné 
postavení UPR v indukci autofagie.  
1) PERK
PERK (z angl. „Protein kinase R-like ER kinase“) je transmembránová kinasa ER, 
která fosforyluje eukaryotický iniciační faktor 2α (eIF2α) na serinu 51, což způsobuje 
inhibici celkové translace mRNA v iniciačním kroku69. Během extrémní hypoxie dochází k 
inaktivaci signalizace PERK a k zhoršení přežívání buněk70. Zdá se, že komplex 
PERK/eIF2α je potřebný pro přeměnu a lipidaci LC3B (viz kapitola 8.) Atg5-
dependentním způsobem71. Kromě toho PERK podporuje expresi Atg5 a tvorbu 
autofagických vesikul Atg5-dependentním způsobem54. Aktivace PERK, zvýšená 
fosforylace eIF2α a zvýšení markerů autofagie (LC3-II, Beclin-1 and Atg5) bylo 
pozorováno v srdcích potkana po podání aktivátorů stresu ER (tunicamycin and 
thapsigargin)72. Tyto údaje naznačují, že fosforylace eIF2α a inhibice translace mRNA 
mohou mít klíčovou roli při aktivaci autofagie v reakci na stres ER.
2) IRE1
IRE1 (z angl. ,, inositol requiring protein kinase 1“) je transmembránová 
serin/threoninová kinasa ER, která má také endonukleasovou aktivitu. Její aktivace během 
UPR vede k odstraňování nežádoucích intronů z mRNA transkripčního faktoru XBP1 (z 
angl.,,X-box binding protein1“). XBP1 spolupracuje s ATF6 a ATF4 při regulaci exprese 
genů důležitých při reakci na buněčný stres. IRE1 a XBP1 jsou zapojeny v procesu 
adaptace na stres způsobený hypoxií a po aktivování UPR chrání před buněčnou smrtí54. 
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Studie využívající tunicamycin a thapsigargin jako aktivátory UPR ukázaly, že jde 
o aktivaci autofagie Atg5-dependentním způsobem za účasti IRE1. Tato studie taktéž 
ukázala, že kinasová aktivita IRE1 a její schopnost signalizovat prostřednictvím JNK (z 
angl. „c-Jun N-terminal protein kinase“) byla zapojena výlučně do indukce autofagie73. 
U kvasinek, které neobsahují PERK nebo ATF6, má při regulaci autofagie velmi 
důležitou roli právě IRE1. Zjistilo se totiž, že když jsou buňky kvasinek vystaveny 
podmínkám UPR striktně závislých jenom na IRE1 signalizaci, nastává rozšíření nebo 
rozpínání ER a následně se tvoří autofagosomy, které selektivně odčleňují a degradují tyto 
expandované organely74. 
3) ATF6
ATF6 (z angl. ,,activating transcription factor 6“) je ER transmembránový 
transkripční faktor regulující stres ER. Během podmínek vedoucích ke stresu ER je 
přemístěn do Golgiho aparátu, modifikován proteolytickým štěpením a následně 
translokován do jádra67, kde funguje jako transkripční faktor. ATF6 má důležitou roli 
v UPR, reguluje expresi velkého množství chaperonů nacházejících se v ER a skládáním 
enzymů pomáhá při udržování homeostasy v ER. Kromě toho je zapojen do regulace 
degradace špatně poskládaných proteinů v ER nebo na jejich nasměrování pro degradaci54.
Biologický význam ATF6 v reakcích na hypoxii nebo při regulaci autofagie však 
dosud nebyl dostatečně prozkoumán. Je však jasné, že ATF6 může při regulaci autofagie 
spolupracovat s IRE1 nebo PERK54. 
Jak již bylo načrtnuto, UPR je důležitý mediátor odolnosti buněk na hypoxii a také 
regulátor autofagie. Zároveň je pravděpodobné, že proces autofagie může chránit 
hypoxické buňky před stresem ER. Tato ochrana může být prostřednictvím degradace 
toxických proteinových agregátů, které se hromadí během ER stresu, nebo také nepřímo 
prostřednictvím udržování určitého energetického stavu, což však zůstává zajímavou 
oblastí pro další výzkum.
5.3. mTOR, autofagie a hypoxie
Hypoxie reguluje proteosyntézu také inhibicí tvorby druhého translačního 
iniciačního komplexu, eukaryotického iniciačního faktoru 4F (eIF4F). Translace 
eukaryotické mRNA obvykle začíná připojením komplexu eIF4F na čepičku mRNA75. 
27
Limitujícím faktorem komplexu eIF4F je přítomnost eIF4E, jehož dostupnost je 
kontrolována jeho disociací z proteinu vázajícího eIF4E (4E-BP). Během normoxických 
podmínek je 4E-BP hyperfosforylován a neváže eIF4E. Avšak během hypoxie nebo 
hladovění je 4E-BP hypofosforylovaný, což zvyšuje jeho afinitu k eIF4E a inhibuje tak 
translaci76. 
K hypofosforylaci 4E-BP během hypoxie dochází především kvůli inhibici mTOR 
kinasy54. Aktivita mTOR je stimulována nutričními a růstovými signalizačními faktory 
prostřednictvím dráhy PI3K. Za podmínek příznivého růstu, mTOR potlačuje autofagii a 
tedy stimuluje buněčný růst. (viz. kapitola 4.1.). 
Hlavní funkcí mTOR je stimulace proteosyntézy a buněčného růstu prostřednictvím 
fosforylace proteinkinasy S6K (p70S6K), dále 4E-BP a nakonec prostřednictvím 
fosforylace kinasy eukaryotického elongačního faktoru (eEF2K)54. 
Mechanismus vedoucí k inhibici mTOR během hypoxie zahrnuje proteiny 
komplexu tuberosní sklerosy, TSC1 a TSC2. Buňky, kterým některý z těchto proteinů 
chybí, nejsou schopné během hypoxie snižovat aktivitu mTOR77. TSC2 je GAP (z angl. 
„GTPase-Activating Protein“) GTPasy Rheb, která je „upstream“ regulátorem mTOR. 
Komplex TSC1/TSC2 přeměňuje GTPasu Rheb na její inaktivní GDP-vázající formu, což 
vede k snižení aktivity mTOR. Overexprese Rheb naopak zabraňuje inhibici aktivity 
mTOR vyvolané hypoxií54. 
K aktivaci komplexu TSC1/TSC2 a inhibici mTOR během hypoxie dochází 
prostřednictvím nejméně dvou nezávislých mechanismů (obr. 7, str. 22). První z nich je 
dráha přes HIF-dependentní cíl REED1 (z angl. „regulated in development and DNA 
damage response 1“), který stimuluje aktivitu TSC1/TSC2 uvolněním TSC239. Druhý 
mechanismus vyžaduje přítomnost systému kontrolujícího energetický stav buňky. 
V tomto mechanismu se uplatňuje AMPK, která je schopná za podmínek nízkého obsahu 
ATP snižovat proteosyntézu. Zvýšení poměru AMP/ATP vede k aktivaci AMPK 
prostřednictvím mechanismu zahrnujícího alosterickou modifikaci a fosforylaci. AMPK je 
takto aktivována postupně během metabolického stresu (např. nedostatek glukosy nebo 
aminokyselin) nebo hypoxie, následně dochází k fosforylaci a aktivaci TSC2, což má za 
následek pokles aktivity mTOR35.
Zajímavostí je, že HIF-cíl BNIP3 interaguje s Rheb a snižuje jeho hladinu GTP. 
Bylo ukázáno, že BNIP3 má během hypoxie důležitou roli při inhibici aktivity mTOR78. 
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Tyto výsledky a skutečnost, že REDD1 je také HIF-indukovatelný gen, naznačují spojení 
mezi HIF, signalizací mTOR a regulací autofagie. 
6. Autofagie a ischemie/reperfuse
6.1. Ischemie a reperfuse
Ischemická choroba srdeční je jedno z nejčastěji se vyskytujících onemocnění 
v rozvinutých zemích světa. Je nejčastější příčinou závažné morbidity i mortality dospělé 
populace. Ischemická choroba srdeční je definována jako ischemie myokardu, a to buď 
klidová, nebo při zvýšení nároků na dodávku kyslíku, např. při námaze, vznikající na 
podkladě patologických změn koronárního řečiště. V naprosté většině případů je 
způsobena aterosklerosou věnčitých tepen79.  
Při formulování exaktní definice ischemie lze vycházet ze dvou charakteristických 
rysů ischemie – snížení nebo úplné zamezení dodávky kyslíku tkáním (hypoxie až anoxie)
a větší či menší akumulace odpadových metabolitů v závislosti na rozsahu uzavření 
zásobujících cév80. Ischemie myokardu je tedy způsobena nedostatečným přívodem krve, 
což vede k poruše rovnováhy mezi dodávkou kyslíku a jeho potřebou v myokardu.
Pod pojmem reperfuse rozumíme obnovení adekvátního zásobování ischemického 
myokardu kyslíkem spolu s transportem odpadových produktů nahromaděných v této tkáni 
během ischemie a představuje prakticky jedinou možnost udržení životaschopnosti 
kardiomyocytů. Reperfuse ischemického myokardu však není jednoduchým procesem, 
který bezproblémově obnovuje metabolické a funkční procesy v srdci, ale dochází –
v závislosti na několika rozhodujících faktorech – k jejímu více či méně výraznému 
poškození, projevujícímu se charakteristickou kontraktilní dysfunkcí srdce. Soubor změn, 
které nastávají v takto postiženém orgánu, se označuje jako I/R poškození. Všechny tyto 
procesy charakterizuje reversibilní nebo ireversibilní poškození buněk myokardu, které 
nastalo během reperfuse orgánu po předchozí ischemii81.
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6.2. Aktivace autofagie v srdci během ischemie a reperfuse
Funkční úloha autofagie v srdci během I/R je značně složitá. Indukce autofagie 
v srdci byla poprvé popsána v 70. letech minulého století Sybersem a jeho týmem82, kteří 
pozorovali, že v srdcích ještě nenarozených myší se nacházejí autofagosomy obsahující 
poškozené organely. Na jejich studie navázal Decker se svým týmem, kteří dělali pokusy 
na srdcích králíků a zjistili, že hypoxické podmínky trvající 40 minut vedou ke zvýšení 
počtu autofagických vesikul a reperfuse následující po 20 nebo 40 minutové hypoxii 
vyvolává obrovské zesílení autofagie83. 
Další studie věnované autofagii v srdci se naplno rozběhly až o mnoho let později, 
kdy byl objasněn molekulární mechanismus autofagie. Mnohé pozdější výzkumy 
poukazovaly na to, že se autofagie vyskytuje během chronické ischemie myokardu 
v prasečích a lidských srdcích. Během akutní I/R byla autofagie pozorována v potkaních a 
myších srdcích84. Ze všech těchto studií, vykonaných in vivo a také in vitro vyplývá, že 
ischemie vyvolává autofagii, která je následně ještě zesílena během reperfuse. Na rozdíl od 
tohoto závěru, Gustaffson a Gotlieb na modelu HL-1 myocytů zjistili, že autofagie byla 
během ischemie inhibována, ale během reperfuse se opět aktivovala85. 
6.3. Spouštěče autofagie během ischemie a reperfuse
K nejdůležitějším spouštěčům autofagie během I/R patří hladina ATP, AMPK, 
BNIP3, vápníku, reaktivních forem kyslíku a dusíku, dále pak mitochondriální permeabilní 
tranzitní póry, stres ER a UPR.
6.3.1. Hladina ATP a AMPK
Je známo, že k upregulaci autofagie dochází v reakci na pokles nebo celkové 
vyčerpání buněčného obsahu ATP86. Za normálních podmínek se ATP tvoří 
prostřednictvím oxidativní fosforylace v mitochondriích myocytů87. Během ischemie 
myokardu však dochází k zastavení oxidativní fosforylace, což způsobuje pokles hladiny 
ATP v buňce, následně vzrůst poměru AMP/ATP a aktivaci AMPK. Aktivovaná AMPK 
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zvyšuje absorpci a oxidativní metabolismus mastných kyselin, taktéž zvyšuje transport 
glukosy a glykolysu13,88.
Matsui a spol. zkoumali isolované srdeční myocyty a zjistili, že nedostatek glukosy 
vyvolává autofagii, kterou je možné inhibovat přítomností dominantně negativní AMPK. 
Dále také zjistili, že autofagie vyvolaná ischemií myokardu je snížena u myší s overexpresí 
dominantně negativní AMPK, což následně vedlo k většímu infarktu myokardu89. Tyto 
výsledky naznačují, že AMPK má důležitou roli v srdečních myocytech při 
zprostředkování autofagie vyvolané ischemií.  
V současnosti však není znám signální mechanismus, kterým AMPK aktivuje 
autofagii v srdci. Je známo, že aktivace AMPK způsobuje fosforylaci komplexu TSC2, což 
vede k inhibici savčího mTOR, hlavního negativního regulátoru autofagie35. V srdečních 
myocytech vystavených anoxii a také v ischemických srdcích isolovaných podle 
Langendorffa vedla aktivace AMPK, prostřednictvím fosforylace eEF2 k inhibici 
proteosyntézy, ale neinhibovala mTOR90. Matsui a spol. nepozorovaly navzdory výrazné 
aktivaci AMPK během ischemie žádný výraznější pokles fosforylace kinasy p70S686, což 
naznačuje, že aktivita mTOR nemůže působit in vivo během ischemie. Zdá se tedy, že 
autofagie vyvolaná během ischemie, může být zprostředkována prostřednictvím dráhy 
AMPK-eEF2 kinasy spíše něž prostřednictvím inhibice mTOR.
Další možností je, že AMPK stimuluje autofagii stabilizací p27kip1, což je inhibitor 
komplexu cyklin-cyklin dependentní kinasa, který prostřednictvím fosforylace brání 
vzniku apoptosy, ale stimuluje autofagii v stresových podmínkách, jakými může být 
například nedostatek glukosy84. Molekulární mechanismus, kterým p27kip1 podporuje 
autofagii, dodnes není znám. 
Nedávné studie zjistili, že HIF-1 reguluje autofagii a přežívání buněk. Protože HIF-
1 je v srdci během ischemie upregulován91, přičemž je aktivován prostřednictvím AMPK92, 
je pravděpodobná také tato možnost zprostředkování aktivace autofagie během ischemie.
6.3.2. BNIP3
Důležitou úlohu během I/R poškození hraje BNIP362, je to BH3-only protein, který 
je upregulován za hypoxických podmínek93. Mnohé studie ukazují, že BNIP3 způsobuje 
upregulaci autofagie v různých typech buněk, včetně myocytů. Gusstaffson a Lee zjistili, 
že overexprese BNIP3 v HL-1 myocytech62 a také v srdečních myocytech u dospělých 
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způsobuje výraznou indukci autofagie (Y Lee, AB Gustaffson, nepublikované 
pozorovanie, 2008)13. Dále zjistili, že overexprese dominantně negativního proteinu BNIP3 
v HL-1 myocytech snižuje proces autofagie vyvolaný prostřednictvím simulované I/R62, 
což naznačuje, že BNIP3 přispívá k aktivaci autofagie během I/R.
Upregulace autofagie během hypoxie vyžaduje HIF-1 indukovanou expresi 
BNIP356. Bylo také zjištěno, že exprese malé BNIP3 interferující RNA nebo dominantně 
negativní formy BNIP3 snižuje autofagii vyvolanou hypoxií57. Naproti tomu studie 
pracující s rakovinovými buněčnými liniemi ukázaly, že hypoxií vyvolaná aktivace 
autofagie nebyla závislá na nedostatku živin nebo expresi BNIP3, ale zahrnovala aktivaci 
AMPK55. 
Je zřejmé, že jsou potřebné další výzkumy pro definování úlohy BNIP3 během 
autofagie zprostředkované hypoxií. Rozumným vysvětlením však zůstává, že BNIP3 
existuje jako integrální mitochondriální membránový protein a tedy může způsobovat 
poškození mitochondrií s následnou sekundární aktivací autofagie pro odstranění těchto 
poškozených organel13. BNIP3 tedy přímo souvisí s aktivací mitofagie.
6.3.3. Vápník 
Během ischemie sodno-vápenná pumpa v plasmatické membráně působí opačně, 
což způsobuje zaplavení buněk vápenatými ionty. Následkem ischemie je tedy vyšší 
hladina intracelulárního Ca2+. Bylo zjištěno, že vzrůst cytosolického vápníku je také 
potenciálním spouštěčem autofagie. Ca2+-mobilizující činidla, například vitamín D, 
ionomycin a ATP inhibují hlavní regulátor autofagie mTOR, což má za následek 
hromadění autofagosomů mechanismem závislým na Beclin1 a Atg737. Proto je velmi 
pravděpodobné, že zvýšení intracelulárního Ca2+ je jedním z mnoha faktorů, které mohou 
vyvolávat autofagii během ischemie.
6.3.4. Reaktivní formy kyslíku a dusíku
Mezi reaktivní formy kyslíku, ROS (z angl. „reactive oxygen species“) patří jednak 
volné kyslíkové radikály, které mají jeden nebo více nepárových elektronů, jako je OH, 
O2
- nebo neradikálové deriváty kyslíku, jako je peroxid vodíku (H2O2) nebo kyselina 
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chlorná (HClO). Jde o velmi toxické molekuly, které poškozují membrány buněk a další 
buněčné komponenty. 
Během  ischemie myokardu jsou ROS přítomny jen v malém množství, které se 
však zvýší při obnovení krevního toku koronární arterií (reperfusní paradox). Tomuto 
efektu může být zabráněno nebo může být zmírněn přítomností antioxidantů. Během I/R 
jsou v myokardu produkované reaktivní formy kyslíku, které mohou v myocytech 
aktivovat autofagii13. Například u novorozených potkanů bylo zjištěno, že podání 
lipopolysacharidů zvyšuje ROS a způsobuje autofagii v kardiomyocytech94. 
Je známo, že hlavním zdrojem ROS jsou mitochondrie. Nedávno bylo zjištěno, že 
mitochondrie mohou prostřednictvím ROS kromě apoptosy vyvolávat také autofagii13. 
Přítomnost ,,ROS-scavengeru“ po podání inhibitorů komplexů I a II mitochondriálního 
elektronového transportního řetězce (mETC), které způsobí velkou produkci ROS 
v buňkách, vede k snížení autofagie, což naznačuje, že ROS generovány z mETC mohou 
aktivovat autofagii95.  
H2O2 reguluje autofagii oxidací esenciálního zbytku cysteinu Atg4, čímž jej 
inaktivuje. To následně vede k akumulaci komplexu LC3-PE na membráně fagoforu a 
tvorbě autofagosomů96.
Oxid dusný (NO) má důležitou roli při ochraně srdce před I/R poškozením85. Jeho 
nadměrné množství ovšem přispívá k selhání srdce. Existuje důkaz, že NO může v 
buňkách aktivovat autofagii. Podání NO donoru S-nitrosocysteinu způsobuje vznik 
autofagie, přičemž bylo pomocí elektronové mikroskopie zjištěno, že autofagosomy 
zaplavují poškozené mitochondrie97. Naproti tomu bylo ukázáno, že v myocytech 
novorozenců, kterým byl podán NO donor SIN-1, se genová exprese autofagických genů 
Beclin1, Atg5 a Atg12 neměnila98, což naznačuje, že NO by neměl způsobovat upregulaci 
autofagie v srdečních myocytech. Tato studie ovšem měřila jenom genovou expresi a 
neposuzovala, či NO vyvolává tvorbu autofagosomů.
6.3.5. Mitochondriální permeabilní tranzitní póry 
Otevírání mitochondriálních permeabilních tranzitních pórů (mPTP) může také 
vyvolávat autofagii v savčích buňkách99. Overexprese Ca2+-aktivované cysteinové proteasy 
Calpainu10 způsobuje rozpínání mitochondrií, zvyšuje autofagii a může být blokovaná 
inhibitorem mPTP, cyklosporinem A100. Bylo také zjištěno, že inhibice mPTP 
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cyklosporinem A má za následek snižování upregulace autofagie po I/R v HL-1 myocytech 
(Hamacher-Brady A, Gottlieb RA, nepublikované pozorování, 2006)13. Reperfuse spouští 
otvírání póry mPTP101, což může být „upstream“ signálem pro indukci autofagie během 
I/R13. 
6.3.6. Stres ER a UPR
ER hraje důležitou roli při syntéze a skládání proteinů, i při udržování Ca2+-
homeostasy. Jak bylo uvedeno v kapitole 5.2, narušení prostředí ER způsobuje stres ER a 
může vést k aktivaci UPR, včetně inhibice translace proteinů. Rapidní snížení 
proteosyntézy zvyšuje expresi chaperonů ER a podporuje odstraňování špatně 
poskládaných proteinů102. 
Bylo zjištěno, že UPR je aktivována například v srdcích myší vystavených I/R, v 
přežívších kardiomyocytech myší z hraniční oblasti infarktového ložiska i v myocytech 
srdečních komor novorozených potkanů a dospělých myší vystavených ischemii nebo 
I/R103. 
Také stres ER je spojován s indukcí autofagie104. Hromadění nesbalených proteinů 
vyvolává autofagii prostřednictvím aktivace snímačů stresu ER, jakými jsou v savčích 
buňkách například PERK nebo IRE171,73. Avšak jestli je tímto způsobem vyvolaná 
autofagie v srdci vystaveném I/R protektivní nebo škodlivá zůstává neobjasněné83.
7. Autofagie a kardioprotekce
V současnosti rostou důkazy, že autofagie je zapojena do prevence různých 
onemocnění, k nimž se samozřejmě řadí také srdeční choroby. V srdci funguje autofagie 
převážně jako „pro-survival“ dráha, a to především během buněčného stresu tím, že 
odstraňuje proteinové agregáty a poškozené organely, dále také může být pro buňky 
prospěšná především proto, že recykluje proteiny a tak vytváří volné aminokyseliny 
a mastné kyseliny, které jsou zapotřebí pro udržování energetické produkce. Takto chrání 
srdce před vlivem nadměrného hladovění, ischemií a hypoxií nebo také před nadměrnou β-
adrenergní stimulací. Pokud je autofagie spuštěna nadmíru, což se děje například během 
reperfuse, může vést až k buněčné smrti, pravděpodobně prostřednictvím nadměrného 
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odstraňování nejen poškozených organel, ale také důležitých složek cytosolu105. Zvýšená 
autofagická aktivita byla v kardiomyocytech pozorována při působení rozmanitých 
kardiovaskulárních stresů, včetně hladovění, chronické ischemie, reperfusního poškození, 
tlakového přetížení, kardiomyopatie nebo selhání srdce106.
Dnes je již samozřejmostí skutečnost, že autofagie je nepostradatelná při udržování 
buněčné homeostasy a také je velice důležitá pro správnou srdeční funkci a strukturu106. 
Chyba nebo poškození tohoto procesu má neblahé dopady na funkci srdce. Například 
vyřazení Atg5 v srdci narušuje proces autofagie a má za následek nahromadění 
abnormálních organel a rychlý vývoj srdeční dysfunkce107. Dalším příkladem může být 
Danonova nemoc, která je charakterizována jako těžká srdeční dysfunkce u pacientů nebo 
také u myší s poškozenou autofagickou degradací v důsledku nedostatku proteinu LAMP-
2108.  
Autofagie může kromě odstraňování toxických proteinových agregátů, také chránit 
srdce odstraňováním poškozených a nefunkčních organel, například odstraňování 
poškozených mitochondrií. Poškozené mitochondrie mohou být škodlivé pro buňku tím, že 
uvolňují pro-apoptotické faktory jako je cytochrom c, který dokáže aktivovat apoptosu109. 
Dá se tedy konstatovat, že se autofagie podílí na kardioprotektivním účinku zabraňováním 
aktivace apoptosy.
Když je po ischemii zahájena reperfuse, dochází k otevírání mPTP101, což může být 
signálem pro autofagosomy, aby začaly izolovat mitochondrie a následně se spouští proces 
mitofagie. V kardiomyocytech vystavených ischemii je upregulován mitochondriální 
protein BNIP3. BNIP3 stimuluje apoptotickou buněčnou smrt, která je signalizována 
během I/R poškození srdce prostřednictvím porušení mitochondriální integrity, což 
následně vede ke zvýšené tvorbě superoxidu a uvolnění pro-apoptotických faktorů. 
Aktivace BNIP3 je ale také spojována s upregulací autofagie, čemu nasvědčuje vysoká 
hladina autofagosomů obsahujících fragmentované mitochondrie. Upregulace autofagie 
tedy s největší pravděpodobností představuje protektivní reakci na smrtelnou BNIP3-
signalizaci, a to odstraňováním poškozených a špatně těsnících mitochondrií a následnému 
předcházení aktivaci apoptosy 105. 
Pro stav ischemie je typická snížená dodávka kyslíku a živin a též snížená tvorba 
ATP prostřednictvím oxidativní fosforylace. Tyto podněty vyvolávají autofagii, což může 
mít pro srdce protektivní účinky, protože autofagická degradace proteinů a organel 
generuje volné aminokyseliny a mastné kyseliny, které mohou být použité pro 
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proteosyntézu nebo pro udržování mitochondriální produkce ATP, a tak podporovat 
přežívání srdečních buněk. Proto vzrůst autofagie koreluje s funkčním zotavením 
a záchranou myokardu po I/R, zatímco prodloužená ischemie koreluje s ireversibilním
poškozením a kontraktilní dysfunkcí105. Bylo zjištěno, že když se ischemie prodlouží až na 
60 minut, tak jsou během reperfuse přítomné obrovské a pravděpodobně nefunkční 
lysosomy110, což značí, že prodloužená ischemie narušuje, resp. poškozuje autofagicko-
lysosomální dráhu. 
I když je indukce autofagie během fáze ischemie protektivní, její další zvýšení 
během reperfusní fáze může způsobovat buněčnou smrt84. Dá se tedy říct, že autofagie 
chrání srdce během ischemie, ale během reperfuse může být škodlivá. Jestli je indukce 
autofagie během I/R prospěšná nebo škodlivá může záviset také na rozsahu počáteční 
ischemie. Když je úroveň ischemie mírná, aktivace autofagie během reperfuse může být 
také mírná a tedy protektivní105. Samozřejmě jsou zapotřebí ještě nespočetné výzkumy, 
které by přeložily všechny tyto poznatky týkající se autofagie do klinické léčby za účelem 
snížení I/R poškození.
7.1. Modulace autofagie pro terapeutické účely
Modulace autofagické dráhy může představovat potenciální budoucí terapeutický 
cíl pro léčbu nebo prevenci různých kardiovaskulárních onemocnění. Avšak i přes objevy 
mnohých specifických genů a signalizačních drah zapojených do regulace autofagie, jsou 
terapeutické přístupy jak modulovat autofagii v kardiovaskulárních onemocněních velmi 
omezené. Inhibitory autofagie, které se v současnosti v experimentech na buněčných 
kulturách používají, jako je inhibitor PI3K třídy III, 3-methyladenin (3-MA), jsou pro 
jejich vysokou toxicitu nevhodné pro experimenty in vivo111. Nejefektivnějším spouštěčem 
autofagie v savčích buňkách je nutriční hladovění, tedy strategie, která samozřejmě není in 
vivo moc atraktivní nebo je dokonce z kardiovaskulárního hlediska až nebezpečná. 
U potkanů přerušované hladovění chrání srdce před ischemickým poškozením112, 
pravděpodobně prostřednictvím anti-apoptotického mechanismu a prostřednictvím indukce 
autofagie. Prodloužené hladovění však spouští těžké kardiovaskulární komplikace a smrt 
srdce. 
Autofagie může být v srdečních myocytech po I/R snížená vlivem endogenního 
srdečního peptidu urocortinu113, který inhibuje expresi Beclin1. Další složky schopné 
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regulovat autofagii v srdci jsou například β -blokátor propranol, blokátor vápenného L-
kanálu, verapamil, (oba mají stimulační účinek) nebo β-adrenoreceptorový agonista, 
isoproterenol, který zvyšuje hladinu cAMP a tím inhibuje autofagii105. Inhibitor mTOR 
a spouštěč autofagie, rapamycin může být také použit na léčbu srdce. Podání rapamycinu 
má  v izolovaných srdcích myší podobné protektivní účinky před I/R poškozením jako 
preconditioning, a to prostřednictvím otvíraní mitochondriálních KATP kanálů. Kromě toho 
rapamycin v nízkých dávkách (25-100 nM) snižuje nekrosu i apoptosu v kardiomycytech 
vystavených I/R114.
Hromadění proteinových agregátů v kardiomyocytech nastává buď v reakci na 
hemodynamický stres (tachykardie, přechodný vzestup tlaku krve), nebo jako reakce na 
genetickou mutaci důležitých proteinů. Zatím není známo, zda existují přirozené rozdíly 
v typech proteinových agregátů, které se tvoří a/nebo jsou asociované s autofagickou 
reakcí. Některé studie naznačují, že zvýšená autofagická aktivita neodstraňuje přímo 
agregáty samotné, ale spíše jejich prekursory, a to posunutím rovnováhy pryč od tvorby 
agregátů115. Patofysiologický výsledek může být určen závažností a/nebo trváním 
autofagické reakce nebo povahou autofagického substrátu116. Tato dávková a kontextová 
závislost úlohy autofagie v srdečních onemocněních představuje nové, speciální výzvy pro 
další studie. 
V současnosti však není známo, jak dlouho je možné aktivovat autofagii bez 
škodlivých následků pro buňku. Navíc neexistuje dobré vysvětlení pro rozpor mezi 
skutečností, že autofagická buněčná smrt kardiomyocytů u pacientů trpících na srdeční 
selhání je pozorovaná pouze v menšině buněk, zatímco funkční dopad je často dramatický.
Navíc se zatím neví, zda stárnoucí nebo dlouho žijící buňky, k jakým patří například 
kardiomyocyty, jsou méně schopné vyvolávat autofagii v porovnání s ostatními typy 
buněk105.
Z terapeutického hlediska bude pro lékaře a vědce výzvou zjistit, jakým způsobem 
selektivně zapnout přežívání zprostředkované autofagií při léčbě srdečních onemocnění 
bez aktivace dráhy buněčné smrti.
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8. Metody stanovení autofagie
Dlouhou dobu byly metody stanovení autofagie velice omezené a neuspokojivé. Až 
v posledních letech, úměrně lepšímu porozuměním molekulárních mechanismů autofagie, 
se tyto metody mohly naplno rozvinout. Dnes existuje spousta užitečných a konvenčních 
metod, které lze s úspěchem použít k monitorování autofagie u kvasinek, ale jenom 




3) metody detekce proteinových modifikací (SDS-PAGE, Western blotting)117.
Další dělení těchto metod je závislé na tom, zda je proces autofagie již ukončen – metody 
monitorování autofagického toku, nebo ještě neskončil, ale je ve svém rovnovážném 
stavu, tedy hladina autofagosomů se s časem nemění a tok autofagie přes systém je 
konstantní – metody monitorování rovnovážného stavu autofagie118. 
8.1. Metody monitorování rovnovážného stavu autofagie
1. Elektronová mikroskopie
Elektronová mikroskopie (EM) je nejstarší, ale stále nenahraditelnou metodou pro 
kvalitativní i kvantitativní charakterizaci autofagických organel (fagoforů, autofagosomů, 
amfisomů a lysosomů). Dokonce lze říct, že fenomén autofagie byl pomocí elektronové 
mikroskopie objeven119. Mikroskopie patří mezi morfologické metody, které vyžadují jisté 
zkušenosti a čas. Často je docela obtížné odlišit autofagické organely od jiných struktur 
jenom na základě morfologie. Je potřebné si kromě jiného uvědomit, že dvojitou 
membránovou strukturu, která obsahuje cytoplasmatický materiál, nemusí mít vždy jenom 
autofagosom. Kvantifikaci autofagické aktivity je možné pomocí EM uskutečnit tak, že se 
spočítá oblast nebo objem autofagických vakuol a vyjádří se jako poměr k celkové 
cytoplasmatické oblasti nebo objemu111. Kromě klasické EM se také používá 
imunoelektronová mikroskopie, kdy se pro ověření autofagického charakteru některých 
organel využívají protilátky proti autofagosomálním proteinům a LC3. Tato metoda je více 
specifická než klasická EM20,111.
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2. Atg8/LC3 western blotting
Protein Atg8/LC3 je, jak již bylo uvedeno, ubiquitinu podobný protein, který může 
konjugovat s PE. U kvasinek pak vzniká Atg8-PE. U savců Atg8 sestává z rodiny proteinů 
a je označován jako LC3. Nejdříve je LC3 syntetizován v nezpracované formě, proLC3, 
která je pak převedena na proteolytickou formu, které na C-konci chybějí aminokyseliny, 
LC3-I a nakonec je modifikována do formy konjugované s PE, LC3-II118. 
Atg8-PE/LC3-II je jediným proteinovým markrem, který je s jistotou asociován 
s kompletním autofagosomem, ale může být také lokalizován na fagoforech. Když je u 
kvasinek indukována autofagie, tak celkové množství Atg8 je alespoň 10-násobně zvýšeno. 
U savců, když je zvýšena přeměna LC3-I na LC3-II nebo pokles hladiny LC3-II vzhledem 
k LC3-I, tak nemusí být nutné změněna celková hladina LC3118. V savčích buňkách má 
LC3 tři isoformy: LC3A, LC3B a LC3C, které jsou v různých tkáních různě distribuované 
a měli bychom je při monitorování autofagie brát do úvahy. V srdci se nacházejí zejména 
isoformy LC3A a LC3B120. 
Western blotting tedy může být s lehkostí používán k monitorování změn hladiny 
LC3, ale je nutno poznamenat, že normální hladina LC3-II není dostatečným důkazem 
autofagie. 
3. Fluorescenční mikroskopie
Nejčastěji zastoupená isoforma LC3B (dále označována jako LC3) a její na N-
konci značená forma pomocí fluorescenčního proteinu GFP, GFP-LC3, se také často 
využívá k monitorování autofagie, a to prostřednictvím nepřímé imunofluorescence nebo 
přímé fluorescenční mikroskopie20. Měření je založeno na vzrůstu flourescence LC3 nebo 
GFP-LC3. Tato metoda je též užitečná v studiích in vivo, ve kterých se využívají 
transgenní organismy, např. Drosophila melanogaster nebo myši118. Také je možno 
používat pro imunocytochemii nebo imunohistochemii protilátky anti-LC3. Tato metoda je 
založena na monitorování endogenního proteinu, avšak je omezena mírou schopnosti jeho 
detekce, neboť se často stává, že jeho množství je pod hladinou detekce118. 
Použitím nepřímé fluorescenční mikroskopie a imunoelektronové mikroskopie lze 
také detekovat endogenní hladinu Atg18 (savčí WIPI-1), protože distribuce GFP-Atg18 se 
jeví být velice podobná distribuci GFP-LC3121. 
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4. Kinasová aktivita TOR a Atg1
Jak již bylo uvedeno, v mnoha systémech vede inhibice TOR k indukci autofagie. 
Aktivita TORC1, který negativně inhibuje autofagii transkripčně nezávislým způsobem, 
může být monitorována pomocí změn fosforylace jejího cílového proteinu nebo 
„downstream“ efektoru, kterými jsou kinasa p70S6K nebo protein S6K122. V případě 
kinasy p70S6K je sledována fosforylace na threoninu 389, který je přímým cílem TOR a je 
citlivý na rapamycin. Další možností je kvantifikace p70S6K kinasové aktivity in vitro118.
Když je vyvolána autofagie, je zvýšena Atg1 kinasová aktivita, proto je možné 
měřit Atg1 kinasovou aktivitu k ověření, zda je autofagie opravdu indukována43. 
5. Regulace transkripce
V některých situacích je indukce autofagie doprovázena vzrůstem hladiny mRNA 
některých autofagických genů, jako například Atg8/LC3 nebo Atg12. Proto hodnocení 
hladiny LC3 mRNA pomocí metody northern blotu nebo qRT-PCR, i přes to, že vzrůst 
LC3 mRNA je mírný a závislý na typu buněk a organismů, může poskytovat korelativní 
údaje týkající se indukce autofagie118. 
8.2. Metody monitorování toku autofagie
1. Autofagická degradace proteinů
Testy proteinové degradace umožňují dobrou kvantifikaci autofagie118. Hlavní 
strategií je nejdříve označit buněčné proteiny inkorporací radioaktivní aminokyseliny 
(např. 14C-leucin nebo 14C-valin). Preferována je dlouhá doba inkubace, abychom 
dostatečně označili i dlouho žijící proteiny, které nejlépe reprezentují autofagické 
substráty. Vlastní testování začíná až po degradaci značených krátce žijících proteinů. 
V neporušené buňce nebo perfundovaném orgánu pak následuje časově-závislé uvolnění 
v kyselině rozpustné radioaktivity ze značeného proteinu, která se pak měří117,123. Velká 
frakce měřené degradace je však neautofagického původu a proto by se měly současně 
měřit buněčné vzorky ošetřené 3-MA nebo aminokyselinami, které potlačují autofagii, a 
tyto hodnoty se pak odečtou od celkové hodnoty118.
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2. Obrat LC3-II
Tok autofagie může být měřen pomocí metody western blot sledováním obratu 
LC3-II v přítomnosti a nepřítomnosti lysosomalní degradace124. K prevenci lysosomální 
degradace se používají inhibitory proteas (např. leupeptin, E64d), dále léky jako 
bafilomycin A1, který mění lysosomální pH nebo také ošetření pomocí agents, které 
blokují fůzi autofagosomů s lysosomy118.
Jeden z novějších dodatků této metody se opírá o pozorování, že subpopulace LC3-
II existuje v některých buněčných typech v cytosolické formě (LC3-IIs). Zdá se, že obsah 
cytosolického LC3-IIs a poměr mezi LC3-I a LC3-IIs koreluje se změnami autofagie a také 
poskytuje přesnější měření autofagického toku125. Výhodou této metody je, že nevyžaduje 
přítomnost autofagických nebo lysosomalních inhibitorů. 
3. GFP-Atg8/LC3
GFP-LC3 může být také využitý k sledování toku autofagie. Když se GFP-Atg8 
nebo GFP-LC3 dostane do lysosomu, Atg8/LC3 je citlivý k degradaci, zatímco GFP 
protein je relativně resistentní na hydrolysu. Výskyt volného GFP během western blotu 
může být použit k monitorování lyse vnitřní autofagosomální membrány a rozkladu 
nákladu126. Také přesun GFP-LC3 do lysosomu může být monitorován, a to pomocí 
fluorescenční mikroskopie. Avšak když je syntetizován nový GFP-LC3, tak může být 
problematické použití GFP fluorescence k sledování toku autofagie118. Potenciálním 
řešením tohoto problému je použití fotoaktivovatelné verze fluorescenčního proteinu, která 
umožňuje vykonání tohoto testu pulsní analysou127.
Pro studium autofagie v srdci in vivo byla připravena transgenní myš, která nese 
gen pro konjugát červeného fluorescenčního proteinu, mCherry, nebo GFP s LC3 pod 
promotorem těžkého řetězce  myosinu, který je exprimován výhradně v srdci128,129.
4. p62 western blot
Kromě LC3 lze také použít k monitorování toku autofagie jako marker 
p62/SQSTM1. Protein p62/SQSTM1 slouží jako spojení mezi LC3 a ubiquitinovanými 
substráty. Váže se přímo s Atg8/LC3 a tím napomáhá autofagii při degradaci 
ubiquitinovaných proteinových agregátů. p62 se stává součástí kompletního autofagosomu 
a je degradován v autolysosomech130. Nedávné studie ukazují, že inhibice autofagie 
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koreluje se vzrůstem hladiny p62, což naznačuje, že rovnovážná hladina tohoto proteinu 
odráží stav autofagie118. 
5. Testy autofagické sekvestrace
K monitorování autofagické aktivity se může využít také sekvestrace autofagického 
nákladu, použitím elektroinjekčně vloženého cytosolického markeru, jakým je například 
3H-rafinosa nebo endogenního cytosolického proteinu, jakým je například 
laktátdehydrogenasa. Principem je měření přenosu nákladu z rozpustné (cytosol) do 
nerozpustné (sediment) buněčné frakce, která kromě jiného obsahuje autofagické 
organely118.
6. Přeměna autofagických organel
Inhibitory autofagické sekvestrace (např. aminokyseliny, 3-MA nebo wortmannin) 
mohou být použity k monitorování úbytku autofagických organel a tím odhadnout jejich 
poločas života pomocí morfometrické elektronové mikroskopie. Když je ovšem fůze nebo 
intralysosomální degradace inhibována, tak přeměna autofagosomů nebo autolysosomů 
bývá různě postižena131. Naopak, výhodou je, že trvání takovéhoto experimentu je obvykle 
jenom pár hodin. K monitorování poločasu života autofagosomů se používá také 
fluorescenční mikroskopie, a to zejména monitorováním GFP-LC3 v přítomnosti a 
nepřítomnosti bafilomycinu A1 nebo sledováním GFP-LC3 po překonaném hladovění a 
následném zotavení v mediu bohatém na aminokyseliny118. 
9. Závěr
Autofagie je složitý a pro buňku velice důležitý proces. Její schopnost odstraňovat 
dlouho žijící proteiny a cytoplasmatické organely ji staví na přední místo při udržování 
buněčné homeostasy. Značnou část své práce jsem proto věnovala popisu procesu 
autofagie a signalizačních drah vedoucích k regulaci tohoto životně důležitého děje.  
V poslední době se autofagie studuje i v souvislosti s rozvojem nejrůznějších 
chorob. Není tomu jinak ani při onemocněních srdce. V této práci jsem se proto dále 
zaměřila na úlohu autofagie během hypoxických podmínek, které nastávají v procesu 
42
ischemie. Také jsem se věnovala i procesu následného obnovení zásobení myokardu 
kyslíkem, tedy repefusi. 
Během ischemie má autofagie převážně kardioprotektivní a anti-apoptotické 
účinky, například tím že odstraňuje poškozené organely, zejména mitochondrie v procesu 
mitofagie, jejichž hromadění může vést až k buněčné smrti. Během reperfuse je autofagie 
také aktivována, ovšem v mnohem silnější podobě, čímž se stává pro buňku nebezpečnou a 
může vést až k jejímu zániku, prostřednictvím nadměrného odstraňování nejen 
poškozených organel, ale i důležitých složek cytosolu. Autofagie může mít tedy pro srdce 
a jeho funkci protektivní i škodlivé účinky. 
Zůstává ještě mnoho nezodpovězených otázek týkajících se autofagie v srdci, jejího 
přesného mechanismu během hypoxie/ischemie a reperfuse, a také možností její regulace, 
aby se dosáhlo co nejlepšího účinku autofagie v boji s nemocí.
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